随着近几年科学技术的进步，尤其是细胞分离技术和测序技术的发展，液体活检，在肿瘤的精准治疗中日益重要。恶性肿瘤的精确诊断与治疗离不开肿瘤组织的获取及后续的病理学、分子生物学检测。肿瘤早期患者的手术切除及肿瘤中晚期患者或不适宜手术患者的诊断性组织活检是获取肿瘤组织的主要手段。近年来，肿瘤患者的生存时间日益延长，生存质量不断提高也得益于各类最新的筛查活检技术。这些技术的广泛普及使得更多的早期患者能更早地进行根治性手术治疗。然而，组织活检限于肿瘤生长部位、取材大小等因素，并不能百分之百发现恶性肿瘤细胞^\[[@b1],\ [@b2]\]^；同时，肿瘤异质性使得单次组织活检、基因检测并不能完整描述肿瘤整体在基因层面上的改变^\[[@b3]\]^。任何肉眼可见的肿瘤均提示患者并非在疾病的最早期。对于恶性肿瘤精确诊治的要求不断提高，液体活检正逐渐展露其优势。液体活检是一种从血液等非实性生物组织中取样并分析，主要用于诊断或监测肿瘤疾病的方法^\[[@b4]\]^。血液中的循环肿瘤细胞（circulating tumor cells, CTC）和循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA, ctDNA）和肿瘤直接相关，最大限度覆盖了患者疾病的特点。本文着重介绍CTC和循环肿瘤DNA及其在非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）诊治中的应用。

1. CTC和ctDNA {#s1}
=============

CTC是指由肿瘤原发灶或转移灶进入血液循环的肿瘤细胞^\[[@b5]\]^。1869年，澳大利亚医生在一位死去的癌症患者的血液中发现了和肿瘤细胞形态一致的细胞，并提出了\"血液中的肿瘤细胞可能揭示出患者原发肿瘤的生物特征\"这一论断^\[[@b6]\]^。人体1 mL血液中含有大约5×10^9^个红细胞，7×10^6^个白细胞，而即使在晚期肿瘤患者的血液中也只有1个-10个CTC^\[[@b7]\]^。CTC含量极微，临床现有的技术手段无法进行有效的筛选和分析。组织中的肿瘤细胞进入血液循环的机制并不十分明确。在乳腺癌患者行根治性手术多年后血液中依然能够检测到CTC，提示CTC不仅来源于肿瘤原发灶，还可来源于肿瘤转移灶或微转移灶^\[[@b8]\]^。CTC在血液中的半衰期很短，只有几个小时^\[[@b8]\]^，若无及时补充，在24小时之后，血液中的CTC在现有技术条件下将无法检测到^\[[@b9]\]^。CTC在血液中既有单个存在，也有多个聚集成簇存在，极少部分在发现时处于有丝分裂状态。镜下CTC的形态也各有差异，部分细胞形态和原发部位肿瘤细胞的形态相似，部分细胞表现为凋亡的状态，还有部分细胞残缺不全^\[[@b10]\]^。CTC在基因突变，拷贝数变异，及不同信号通路传递的强度上与原发灶或转移灶细胞既有相似之处，又有自身独立的特征^\[[@b10]\]^。

循环游离DNA（circulating free DNA, cfDNA）是释放入血液中的被降解的DNA片段^\[[@b11]\]^，最早在1948年被发现^\[[@b12]\]^。血液中的游离DNA片段一部分的来自正常细胞，另一部分来自肿瘤细胞，被称为ctDNA。根据肿瘤患者的分期，肿瘤负荷的不同，ctDNA占所有循环游离DNA的比例在1%到93%之间波动^\[[@b13],\ [@b14]\]^。ctDNA大部分来自凋亡或坏死的肿瘤细胞^\[[@b14],\ [@b15]\]^。之前有猜测ctDNA可能大部分来源于CTC，然而对比血液中ctDNA的含量和CTC的浓度可以发现，在中晚期肿瘤患者的每毫升血液中平均含15 ng ctDNA，而一个细胞含有约6 pg DNA，则推算出至少每毫升血液中存在上千个CTC，然而事实上，平均每毫升血液只含CTC 1个-10个。肿瘤患者的血液中循环DNA的含量要高于正常人。血液中游离DNA的片段长度集中在180 bp到200 bp之间，片段长度提示这些DNA主要由细胞凋亡产生^\[[@b14]\]^。在大多数的进展期肿瘤如胰腺癌、卵巢癌、结直肠癌、膀胱癌等患者血液中都可以检测到ctDNA，在局限期肿瘤患者中，也有将近一半比例的患者能够检测到CTC。对于那些无法检测到CTC的患者，其中的大部分能够检测到ctDNA^\[[@b15]\]^。根据实验推算，ctDNA的半衰期在2小时左右^\[[@b13]\]^。有研究^\[[@b16]\]^发现，细胞可以摄取血液中的ctDNA，并且ctDNA在体外实验中能够成功诱导正常3T3细胞向肿瘤细胞转化。如果这一结论能够进一步在人体中被验证，即可说明肿瘤细胞能够主动向外界释放肿瘤DNA，并通过肿瘤DNA将正常细胞\"肿瘤化\"。那么，ctDNA，将不仅仅只是一种被动监测的标志物，而是一种特殊形式的必须要主动消灭的肿瘤。

2. 液体活检检测手段 {#s2}
===================

由于CTC在人体血液中数量极少，绝大部分的肿瘤患者，即使在晚期，每毫升血液也只有1个-10个CTC。检测的第一步即是要分离CTC。来源于上皮的CTC由于体积大于正常的血细胞，并且不易变形^\[[@b17],\ [@b18]\]^，可以用物理的手段来过滤掉较小的正常细胞，筛选出肿瘤细胞。通过设计适合孔径的筛板，能够获取到尽可能多的CTC。然而，并非所有的肿瘤细胞都在体积上大于正常血细胞，另有一部分肿瘤细胞具有向间质细胞转化的能力，同时也有变形能力，这些不确定因素都会降低物理筛选的效果。其他基于物理的筛选方法，如密度梯度离心法^\[[@b19]\]^、介电泳法^\[[@b20]\]^等也被用于筛选CTC。

最常用的CTC分离技术是抗体介导的肿瘤细胞捕获技术。用结合了磁珠的抗体蛋白去靶向肿瘤细胞，抗体多是上皮细胞表面所具有的蛋白标志物，再通过磁场导向，筛选出被抗体识别的细胞^\[[@b21],\ [@b22]\]^。还有一种反向选择的方法，即靶向红细胞和白细胞表面的蛋白标志物，筛选并分离去除，那剩下的大部分就是CTC^\[[@b23],\ [@b24]\]^。筛选出的疑似CTC还需进一步验证，如通过一些肿瘤相关标志物的抗体，肿瘤相关基因的PCR扩增，对获取的细胞进行细胞培养，并功能验证，还可以将细胞注入裸鼠体内检验成瘤性等^\[[@b25],\ [@b26]\]^。

获取到的CTC，在细胞和分子层面上，可以做和手术切除或活检得到的肿瘤组织一样的研究，如基因测序、基因表达分析、FISH、细胞免疫染色、细胞培养等^\[[@b27]\]^。

ctDNA与循环游离DNA的本质区别在于，ctDNA和肿瘤细胞中的DNA一样，存在基因突变，基因拷贝数变异等正常细胞不具有的基因层面改变，这也是区分并检测ctDNA的基础。由于ctDNA在血液中的含量极低，并且ctDNA占循环游离DNA的比例往往不高，传统的一代测序技术几乎不能检测到ctDNA，只有在极少数肿瘤晚期，且肿瘤负荷较大的患者身上，才会有阳性发现。

近几年技术手段的突飞猛进，包括数字PRC技术^\[[@b28],\ [@b29]\]^、BEAMing（beads, emulsion, amplification, and magnetics）法^\[[@b30],\ [@b31]\]^、PAP法^\[[@b32]\]^等用于检测ctDNA。其中BEAMing法能够检测比例在1:10, 000以下的基因突变，具有足够高的敏感性。并已经用于临床试验^\[[@b33]\]^。二代测序技术也越来越多地被用于检测ctDNA，兼具极高的敏感性和特异性，还能够获得所有ctDNA的序列信息^\[[@b34],\ [@b35]\]^。

3. 液体活检的优势与局限性 {#s3}
=========================

医学技术的不断发展使得肿瘤治疗手段日益多元化。每一个肿瘤患者，想要获得最佳的治疗策略，不仅需要临床资料，更重要的是肿瘤在组织层面，细胞层面及分子层面的全方位的信息。通过手术切除或诊断性组织活检的方法获得的肿瘤组织在一定程度上能够提供上述信息。但是肿瘤的异质性使得一次的检测结果并不足以揭示出肿瘤基因图谱的全貌，以偏概全的结论还有可能误导治疗方案^\[[@b3],\ [@b36]\]^。对于晚期患者和不适宜手术患者，部分区域的肿瘤很难进行取样。随着时间推移和治疗的影响，肿瘤的基因图谱也随之改变，再次或多次对患者进行活检取样在临床上亦不现实。液体活检技术仅通过抽取患者外周血液进行检测分析并获得患者肿瘤相关信息。对患者不造成创伤，操作方便快捷，并能够反复获取，易于实时监控。从血液中获得CTC和ctDNA由其本身的生物学特性（半衰期都在24小时之内）必定是最新鲜、实时的，并且CTC，ctDNA可来源于肿瘤组织的任何部分，其中包含了异质性的各个方面，能够反映肿瘤的全貌。CTCctDNA携带的信息各有侧重。ctDNA相比CTC更实时，更能动态反映人体内肿瘤的变化情况^\[[@b37],\ [@b38]\]^，而CTC不仅包含DNA信息，还有RNA、蛋白质信息等，更能全方位揭示肿瘤特征。两者相互结合，意义更大。

液体活检技术目前也存在局限性。无论CTC还是ctDNA在血液中都极其微量，需要技术的不断革新来增加仪器检测的灵敏度。新技术的使用成本较高，应用范围不广，从实验室到临床上大规模应用还有很长一段路要走。每一项液体活检检测技术的敏感性与特异性如何？液体活检在肿瘤的早期诊断中究竟能达到多早？液体活检与金标准病理组织活检的相关性有多高？液体活检揭示肿瘤动态变化的反应有多灵敏？这些都是液体活检技术亟待解决的理论问题。最近有研究显示，针对单个CTC进行基因分析发现，同一个体中，不同的CTC在基因突变或是信号通路上也存在差异^\[[@b39]\]^。液体活检是否能够真正克服肿瘤异质性问题还需进一步探索。

4. 液体活检在非小细胞肺癌中的应用 {#s4}
=================================

液体活检是早期诊断非小细胞肺癌的有效手段。有研究以无临床肿瘤证据的慢性阻塞性肺病（chronic obstructive pulmonary disease, COPD）患者为目标人群，检测他们血液中是否存在CTC，结果显示有3%的个体检测到了CTC，并且在1到4年时间内均出现了计算机断层扫描（computed tomography, CT）可见的肺结节，并手术证实为早期肺癌^\[[@b40]\]^。液体活检能够检测非小细胞肺癌患者肿瘤中所有的基因异常。对血液中的ctDNA进行深度测序能够检测出迄今为止报道的所有基因点突变，单核苷酸变异和融合基因，并具有极高的敏感度（85%）和特异度（96%）^\[[@b41]\]^。在ctDNA中检测表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, *EGFR*）突变情况与在切除的肿瘤组织中检测间有较高的符合率^\[[@b42]\]^。对CTC采用过滤器相适应的荧光原位杂交技术（FA-FISH）检测出融合基因（如*ALK*），检测结果和肿瘤活检一致。这不仅能作为融合基因诊断工具，同时也还能作为融合基因靶向治疗疗效的监测工具^\[[@b43]\]^。

液体活检能动态监测非小细胞肺癌患者对治疗的反应情况。ctDNA的水平和患者体内肿瘤负荷显著相关，且比影像学检查更早提示患者对治疗的反应^\[[@b41]\]^。治疗过程中，连续地监测CTC的浓度变化和CTC中DNA的基因突变情况，当患者对治疗反应良好时，CTC浓度呈下降趋势；相反，肿瘤进展时，CTC浓度不断上升，并且CTC中新的基因突变形式也不断出现。CTC这一系列变化情况和随后的影像学检查结果相符^\[[@b44],\ [@b45]\]^。

液体活检可以及时反映非小细胞肺癌患者对靶向治疗的耐药情况。具有*EGFR*基因突变的非小细胞肺癌患者，可以使用EGFR抑制剂进行治疗。然而治疗一段时间后部分患者会产生耐药性，继发的EGFR-T790M突变是最常见的耐药原因^\[[@b46]\]^。通过检测靶向治疗患者的ctDNA可以发现，一半以上的出现耐药患者的ctDNA中可以检测到*EGFR*-T790M突变，而未经靶向治疗患者的ctDNA中没有*EGFR*-T790M突变。这说明ctDNA能比较准确的反映非小细胞肺癌患者对靶向治疗的耐药情况。同时，ctDNA中*EGFR*-T790M突变的浓度变化还可以用于判断患者耐药强度的变化情况^\[[@b47],\ [@b48]\]^。此外，运用液体活检技术，检测CTC的动态变化情况短期内可以评估根治性手术后患者体内肿瘤的残余情况。长期可以更早的发现患者肿瘤的复发情况^\[[@b8]\]^。

5. 展望 {#s5}
=======

液体活检具有独特的技术优势和广泛的应用前景，有着广阔的发展空间。然而，现阶段液体活检还不能够取代组织活检的金标准地位。液体活检所提供的信息也还需要更先进的技术来做出更深层次的解读。

液体活检是一个不断发展的概念，随时间推移，其外延也在不断扩展。从广为人知的蛋白类肿瘤标志物，到如今的CTC、ctDNA，再到最近几年兴起的外泌体^\[[@b49]\]^，液体活检始终是一个试验性、探索性的课题。相信在不久的将来，液体活检将能够更有效地促进非小细胞肺癌患者的早期诊断及后期治疗，为广大患者带来福音。
